一般社団法人神緑会事業報告 by 斎藤, あつ子
Kobe University Repository : Kernel
Tit le
我国及び周辺アジア諸国におけるヒトバベシア症発生状
況調査と地域特有のバベシア原虫の性状の比較解析（第
三報）平成22年度　地域医療における疾病並びに医療
等に関する研究調査（3）(一般社団法人神緑会事業報告
)
Author(s) 斎藤, あつ子
Citat ion 神戸大学医学部神緑会学術誌,27:14-17
Issue date 2011-08
Resource Type Departmental Bullet in Paper / 紀要論文
Resource Version publisher
URL http://www.lib.kobe-u.ac.jp/handle_kernel/81006766
Create Date: 2016-10-27
－  14  －
はじめに
　胞子虫綱，ピロプラズマ目，バベシア属の原虫であ
るバベシアは，同じピロプラズマ目のタイレリア属の
原虫であるタイレリアとともに，マダニによって媒介
され，赤血球内に寄生する．いずれも，多くの野生動
物ならびに家畜動物に寄生が認められ，獣医学領域で
は注目されてきたが，ヒトへの感染は起こらないと考
えられていた．ところが，近年，バベシアのヒト感染
例が報告され，バベシア症は人獣共通感染症としてと
らえられるようになった．健常人に発症するヒトバ
ベシア症のほとんどは，ネズミに寄生する種である
Babesia microti によるもので，長らく，合衆国東海
岸沿岸地域中西部地域に流行地が限局していた（１）．
　私達は1999年，神戸で我国第一例目のヒトバベシア
症患者を確認した．本症例は B. microti に不顕性感
染していた献血者（淡路島居住）からの輸血血液を介
して感染，発症したものであった．病原原虫を調べた
ところ，合衆国流行地の B. microti（合衆国型）とは
small subunit ribosomal RNA（SSUrRNA） 遺 伝 子
型（SSUrDNA 型）も血清型も異なる我国の野ネズミ
に寄生する土着の B. microti（神戸型）であることが
わかった．この神戸型 B. microti は，我国では淡路
島とごく限られた地域の Apodemus 属のネズミに寄
生していた．広く全国的には，大津型 B. microti が
Apodemus 属を含む種々の野ネズミおよびジネズミに
も寄生していた．また，北海道には合衆国型が，長
野県には大津亜型の B. microti の寄生がヤチネズミ
（Eothenomys andersoni）のみに認められた（２）．
　ところで，アジアでは，我国以外に，台湾，中国，
インドなどから，散発的にヒトバベシア症例が報告さ
れている．そこで，台湾，中国のヒトバベシア症例発
生地域周辺で，野ネズミの調査を行ったところ，神戸
型 B. microti の寄生を認めた．この結果から，神戸
型 B. microti がアジアのヒトバベシア症発生に関与し
ていることが示唆された（３）．なお，台湾の野ネズミ
（Rattus coxinga）由来の神戸型 B. microti は internal 
transcribed spacer（ITS）1-5.8SrDNA-ITS2の塩基
配列が，我国由来の神戸型 B. microti とは異なった．
これまでの研究と平成22年度の成果報告
　平成20年度には，4 つの SSUrDNA 型原虫を定量的
に鑑別して検出できる real-time PCR 法を開発し，事
業報告書で報告し，本年度，論文発表した（４）．平成
21年度には，和歌山県の大動物の疫学調査を行い､ 大
動物に B. microti 様原虫，その他数種類のバベシア
が寄生していることを明らかにし（５，６），事業報告書
で報告した．現在投稿準備中である．
　平成22年度には，台湾のヒトバベシア症発生地を含
むいくつかの地域における住民または外来患者の血
清疫学調査に先立ち，我国のヒトバベシア症患者由
来の神戸型 B. microti である“Kobe strain”と台湾
の野ネズミ由来の神戸型 B. microti である“Meishan 
strain”について，その抗原性を中心に比較検討し
た．ここでは，全国的に我国の野ネズミに寄生する大
津型 B. microti（“Otsu strain”または”Hachimaki 
strain”）と大津亜型の B. microti（“Nagano strain”）
について，その抗原性を比較検討した結果と一部合わ
せて報告する．また，平成22年度，“Otsu strain”に
は，これまでに報告のない新しいタイプのピロプラズ
マ目原虫が混在することを確認した．また，中国の野
ネズミに類似の原虫が単独感染していることを見いだ
し，その系統学的解析を行い，新知見を得た（７）．本
事業報告書で，そのことについても併せて報告する．
材料と方法
　B. microti に感染していた日本の第１症例患者の血
液，台湾の野ネズミ（R. coxinga）の血液，大津市お
よび六甲山の Apodemus speciosus の血液，および，
長野県の E. andersoni の血液を Syrian hamster に腹
腔内接種し，Syrian hamsters および SCID mice にて
継代し（“Nagano strain”以外），“Kobe strain”（神
戸 型），“Meishan strain”（ 神 戸 型），“Otsu strain”
平成22年度　地域医療における疾病並びに医療等に関する研究調査⑶
我国及び周辺アジア諸国におけるヒトバベシア症発生状況調査と地域特有の
バベシア原虫の性状の比較解析（第三報）
兵庫医療大学薬学部微生物学分野
斎　藤　あつ子（昭和57年卒）
－  15  －
神緑会学術誌　第 27 巻　2011 年
（大津型），“Hachimaki strain”（大津型），“Nagano 
strain”（大津亜型）を確立した．合衆国型株として
は“GI strain”（Dr T.N. Mather より贈与）と“N/A 
strain”（ATCC No.30222）を用いた．
　それぞれの株のバベシア原虫の DNA または粗抗原
調整のために，Syrian hamsters または SCID mice に
それぞれの株の原虫を接種し，感染血液（30 〜 50％
の赤血球感染率）を心腔採血して得て，必要に応じて
白血球をフィルター除去後，サポニン処理溶血を行
い，遠心してバベシア原虫を沈殿させた．原虫 DNA
は MagExtractor genome（Toyobo）を用いて抽出し
た．原虫粗抗原は，SDS 入りホモジネートバッファー
内で超音波処理した．IFA 用抗原スライドは，感染
血液（30 〜 50％の赤血球感染率）を，PBS で洗浄後，
50% FCS 入り PBS で，懸濁し，スライドグラスに薄
層塗抹し，アセトン固定し準備した．感染血清は，そ
れぞれの株を，ICR mice または Syrian hamsters に
接種し，感染後１ヶ月以上経過した慢性期のものを用
いた．
結果
〈IFA〉
　Table １に示すように，“Kobe strain”と“Meishan 
strain”感染 ICR mice 血清は，互いに抗原交差反応
を示したが，いずれも homo 抗原に対する IFA titers
は hetero 抗原に対する IFA titers の４倍を示した．
この，homo 抗原及び hetero 抗原に対する IFA titers
の差は，大津型の“Hachimaki strain”または“Otsu 
strain”と大津亜型の“Nagano strain”間の差ほど顕
著ではなかったが，同じ合衆国型の“GI strain”と
“N/A strain”，同じ大津型の“Hachimaki strain”と
“Otsu strain”の間の差よりも大きかった． 
〈Immunoblot〉
　Figure １ に“Kobe strain” と“Meishan strain”
感染 ICR マウス血清の“Kobe strain”および“Meishan 
strain”の原虫抗原（SCID mice で調整）に対する
Immunoblot の結果を示す．
　“Kobe strain”  感 染 血 清 は，“Kobe strain” 原 虫
抗原について，少なくとも６種類の主要抗原を，”
Meishan strain”感染血清は“Meishan strain”原虫
抗原については，少なくとも４種類の主要反応抗原を
示した．これら両主要反応抗原で互いにサイズが同じ
ICR mice or hamster sera 
against
Antibody-titers against
US 型 Kobe 型 Otsu 型 Otsu 亜型
GI N/A Kobe Meishan Hachimaki Otsu Otsu（BmOnly）3 Nagano4
US 型
GI 65536 65536 8192 4096 8192 4096 n.d. n.d.
N/A 16384 32768 1024 512 512 1024 n.d. n.d.
Kobe 型
Kobe 4096 2048 65536 8192 1024 2048 n.d. n.d.
Meishan 128 128 8192 16384 128 256 n.d. n.d.
Otsu 型
Hachimaki 4096 4096 8192 2048 131072 131072 131072 32768
Otsu 8192 2048 4096 1024 65536 65536 131072 65536
Otsu（BmOnly）1 <128 512 128 256 32768 65536 131072 4096
Otsu 亜型 Nagano ２ 128 256 128 128 4096 2048 4096 65536
１Sera of Syrian hamsters infected with the Otsu strain excluding a unique piroplasm
２Sera of Syrian hamsters infected with the Nagano strain
３Antigens prepared from blood of a Syrian hamster infected with the Otsu strain excluding a unique piroplasm
４Antigens prepared from blood of a Syrian hamster infected with the Nagano strain
Other sera and antigens were prepared in ICR mice and SCID mice, respectively.  n.d.=not determined
Table1　ReciprocalIFAtitersforsevenB. microtistrains
Figure1
ImmunoblotanalysisfortheKobeandMeishanstrains
K=theKobestrain;M=theMeishanstrain
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ものはなかった．一方，“Kobe strain” 感染血清の，
“Kobe strain”原虫抗原，“Meishan strain”原虫抗原
の主要反応抗原は，概ね似たパターンを示したが，相
応するバンドがないもの，またはサイズが若干異な
るものもあった．同様に“Meishan strain”感染血清
の，“Meishan strain”原虫抗原と“Kobe strain”原
虫抗原の主要反応抗原も，似たパターンを示したが，
互いにサイズが若干異なるものがあった．
〈野ネズミに寄生する新しいタイプのピロプラズマ目
の原虫の確認〉
　 わ が 国 の 野 ネ ズ ミ（A. speciosus） か ら， 確 立
さ れ た“Otsu strain” の 原 虫 の SSUrDNA-ITS1-
5.8SrDNA-ITS２の塩基配列の確認作業中に，“Otsu 
strain”の原虫 DNA から，B. microti とはかなり異
なる塩基配列を有する SSUrDNA 断片が PCR 増幅さ
れることがわかった．このことは､ 異なる原虫が，
“Otsu strain”に含まれていることを示すと考えられ
た．この SSUrDNA 塩基配列の系統解析から，この
原虫は，ピロプラズマ目の原虫と考えられたが，バ
ベシア属原虫とは異なる clade に属し，むしろ，タ
イレリア属またはサイタウクスズーン属原虫に近縁
の clade に属する原虫であることが示された．この
塩基配列を有する SSUrDNA は，“Otsu strain”を
hamsters で継代すると，常に検出されるが，SCID 
mice で継代すると検出されなくなるため，mice には
感染しないと考えられた．私達は，最近，中国の野ネ
ズミ（Niviventer confucianus）に，SSUrDNA の塩基
配列が，この“Otsu strain”に混在することが示され
た原虫と４塩基だけ異なる原虫が，単独感染している
ことを，確認した．Neighbor-Joining 法による系統学
的解析では､ 両原虫は同じ clade に位置した（Figure 
２）．中国の野ネズミに認められた原虫の形態は，こ
れまで報告のある､ ピロプラズマ目の原虫とはかなり
異なり､ 新しいタイプの原虫であると考えられた．
まとめと今後の展望
　平成22年度，我国のヒトバベシア症第１例患者由来
の神戸型株である“Kobe strain”と台湾のヒトバベ
シア症発生地周辺の野ネズミ由来の神戸型株である
“Meishan strain”の抗原性を中心に比較したところ，
ある程度の抗原交差反応性はあるものの，主要抗原の
数やサイズが異なることが示された．
　平成22 〜 23年度にかけて，これらの新知見に注意
し，台湾のヒトバベシア症発生地周辺の患者または住
民の血清の抗体価を測定する．
Figure2
Phylogenetictreewithparasitesbelongingto
FamilyTheireliidae
UnBabP1andUnBabP2:Piroplasms found in theOtsustrainandaChinese
rodent（Niviventer confucianus）
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